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Ziel der Proteinstrukturanalyse ist
es, die Funktion von Proteinen zu
verstehen und erklären zu kön-
nen. Proteine sind molekulare
Nanomaschinen mit beweglichen
Teilen, Bindestellen zur Erken-
nung und zum Greifen von ande-
ren Molekülen, usw. (Abb. 1) Die
Frage, wie ein bestimmtes Pro-
tein seine Aktivität umsetzt und
seine Rolle in den Lebewesen er-
füllt ist letztendlich nur durch ein
Verständnis seiner Struktur und
strukturellen Dynamik zu errei-
chen.
In diesem Beitrag schildern wir,
wie an der Synchrotronlichtquelle
ANKA mit Hilfe der komple-
mentären Messmethoden Rönt-
gendiffraktion und Infrarotspek-
troskopie auf dieses Ziel hin gear-
beitet wird. 
Mittels der Proteinkristallogra-
phie ist es möglich, die molekula-
re Struktur komplexer Eiweißmo-
leküle (Proteine) im Detail aufzu-
klären, insoweit sie in einen ein-
kristallinen Zustand überführbar
sind. Ziel einer Proteinstruktur-
analyse ist die Bestimmung der
Koordinaten jedes der einige 100
bis 1000 Atome in der Einheits-
zelle eines Proteinkristalls. Die
Kenntnis der räumlichen Struktur
eines Proteinmoleküls erlaubt die
Entwicklung von Modellvorstel-
lungen über Struktur-Wirkungs-
beziehungen, etwa von Enzymen.
Diese Erkenntnisse sind bei-
spielsweise in der Pharmafor-
schung von vitalem Interesse, so
auch für die gezielte Synthese
von Wirkstoffen („Drug design“).
Unter den vielen weiteren Anwen-
dungen sei nur die Optimierung




Wird ein Protein-Einkristall mit
Röntgenlicht bestrahlt, wirken die
Netzebenen des Kristalls analog
zu einem optischen Beugungs-
gitter, allerdings in 3 Dimensio-
nen. Die Röntgenstrahlung wird
abgebeugt in Richtungen, die
durch die Geometrie (Gitterpara-
meter, Symmetrie) der Einheits-
zelle bestimmt werden. Für die
Intensitäten der Reflexe ist die
Anordnung der Atome innerhalb
der Einheitszelle maßgebend.
Zur Analyse der 3D-Struktur wird
der Kristall im Röntgenstrahl wie-
derholt um einen kleinen Winkel
rotiert und dabei die gebeugte
Röntgenstrahlung mit einem Flä-
chendetektor registriert (Abb. 2).
Aus den gemessenen Intensitäts-
daten ist auf die Anordnung der
Atome in der Elementarzelle
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Abb. 1: Struktur des Hämoglobins. Diese erste Proteinstrukturbestimmung wurde in Cambridge von
Perutz und Kendrew mittels Röntgendiffraktion durchgeführt, wofür sie 1962 den Nobelpreis erhiel-
ten. Links ist nur das sog. Rückgrat dargestellt, um das verschlungene Faltmuster der vier Polymer-
ketten sichtbar zu machen. Rechts sind alle 4656 Atome (ohne H) dieses eher unterdurchschnittlich
großen Proteins dargestellt.
phie“ bekannte Schwierigkeit da-
bei ist, dass Röntgendetektoren
nur die Intensität, das Quadrat
der Wellenamplitude der Reflexe
messen. Das vom Kristall abge-
beugte Wellenfeld enthält die In-
formation über die Kristallstruktur
aber in Form von Amplitude und
Phase. Die Streuphasen müssen
auf geeignete Weise rekonstruiert
werden.
Eine recht bekannte und verbrei-
tete Methode hierzu ist der „Mul-
tiple isomorphe Ersatz“ (MIR,
„Multiple Isomorphous Replace-
ment“). Der Kristall wird gezielt
mit Schweratomen (z. B. Hg, Pt)
verunreinigt, die sich an be-
stimmten Gitterplätzen einlagern.
Dadurch ändert sich die Elektro-
nendichte auf charakteristische
Weise. Durch Vergleich der
Streuintensitäten verschieden
präparierter Kristalle kann die
Phase der Reflexe bestimmt und
die Struktur gelöst werden. Damit
dies gelingt, darf sich die Gitter-
struktur der Kristalle durch den
Einbau der Fremdatome nicht
verändern (Isomorphie). Damit
die Phasenlösung eindeutig wird,
sind mindestens zwei Derivate zu
finden, bei denen die Schwerme-
tallatome an unterschiedlichen
Stellen an das Proteinmolekül
binden. Mithin ist oft eine auf-
wändige Präparation geeigneter
Kristalle, Suche nach geeigneten






schaften: Neben hoher Brillianz
ein sehr breites Strahlungsspek-
trum vom fernen Infrarot bis in
den harten Röntgenbereich. Ein
entscheidender Vorteil für die
Strukturanalyse ist, dass aus die-
sem Spektrum Strahlung mit ei-
ner über einen weiten Bereich
durchstimmbaren Photonenener-
gie selektiert werden kann. Damit
ist es möglich, solche Elemente
im Proteinkristall gezielt anzure-
gen, die in der Lage sind, bei ei-
ner bestimmten Energie in Reso-
nanz mit dem einlaufenden Rönt-
genwellenfeld zu gelangen. Da-
durch ändert sich ihr atomares
Streuvermögen beim Durchgang
durch eine Resonanz (Abb. 3).
Gewissermaßen übernimmt jetzt
eine einzelne Atomsorte, bei un-
terschiedlicher Energie angeregt,
die Rolle der verschiedenen Ele-
mente in den Schwermetallderi-
vaten des MIR-Verfahrens. 
Die zu Grunde liegende Funkti-
onsweise dieses „MAD“ für „Mul-
tiple Anomale Dispersion“ ge-
nannten Verfahrens [1] lässt sich
mit einem einfachen optischen
Analogon veranschaulichen:
Stellen wir uns vor, der Kristall be-
stünde aus lauter grauen Ato-
men, in das einige grüne Atome
eingebettet sind. Strahlt man den
Kristall mit rotem Licht an, heben
sich die grünen Atome nicht
deutlich von den grauen Atomen
ab. Ändert man nun die Farbe des
einfallenden Lichts von rot nach
grün, scheinen mit einmal die
grünen Atome hell aufzuleuchten
und heben sich vom grauen Hin-
tergrund deutlich ab, und man ist
in der Lage ihre Positionen ein-
deutig zu bestimmen. Das MAD-
Verfahren hat den Vorzug, dass
im Prinzip eine komplette Struk-
turlösung mit nur einem einzigen
Einkristall möglich ist, vorausge-
setzt, er besitzt ein Element mit
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einer Resonanz im der Messung
zugänglichen Bereich. Hier hat
sich Selen durchgesetzt wegen
der Möglichkeit, bereits bei der
Genexpression eines Proteins die
schwefelhaltige Aminosäure Me-




Am Speicherring ANKA [2] wird
ein Strahlrohr für makromolekula-
re Kristallographie betrieben. Es
ist für Strukturbestimmungen mit
MAD bei Energien zwischen
5 keV und 20 keV ausgelegt. Eine
mit einem Röntgenspiegel verti-
kal und mit einem gebogenem
Monochromatorkristall horizontal
fokussierende Optik lenkt den
Strahl auf einem typisch 0,1 mm3
bis 0,5 mm3 kleinen Probenkris-
tall (Abb. 2). Zur Vermeidung von
Strahlenschäden wird der Kristall
in einem kalten Stickstoffgas-
strom bei Temperaturen um
100 K eingefroren. Als Detekti-
onssysteme stehen wahlweise ei-
ne langsame aber großflächige
Bildplatte und ein kleiner aber
schneller CCD-Detektor zur Ver-
fügung.
Mit der Infrarotspektroskopie




schwingungen lassen sich gut
anhand der wohlbekannten Ku-
gel- und Stabmodelle von Mo-
lekülen vorstellen, wenn man ge-
danklich die Stäbe etwas rea-
litätsnäher durch Federn ersetzt.
Das ganze Molekül ist ständig in
Bewegung und alles vibriert. Die
Frequenzen dieser Schwingun-
gen hängen von den Massen der
beteiligten Atome (d.h. deren
chemischer Identität), der Stärke
der Bindung sowie den Bin-
dungslängen und -winkeln ab, al-
so von allen Parametern, die die
Molekülstruktur ausmachen.
Im Gegensatz zur Röntgenkristal-
lographie liefert die Infrarotspek-
troskopie keine genauen drei-
dimensionalen Atomkoordinaten.
Allerdings wirkt das Infrarotspek-
trum von Proteinen wie eine Art
Fingerabdruck der Proteinstruk-
tur, in dem sich selbst winzigste
Strukturveränderungen ausdrü-
cken [5]. Dabei ist eine Kristallisa-
tion nicht erforderlich; das Infra-
rotspektrum kann mit dem Pro-
tein in dessen nativem Zustand in
Lösung oder in situ in einer Bio-
membran aufgezeichnet werden.
Selbst Messungen an Zellen und






Abb. 3: a) Streuvermögen der Zn-Atome in Thermolysin als Funktion der Photonenenergie (dispersi-






















f” max  =
9669.6  eV








auch zeitlich aufgelöste Daten bis
hinunter zu Zeitskalen von Nano-
sekunden liefern. Aus diesen
Gründen sind Infrarotspektrosko-
pie und Röntgenkristallographie
Verfahren, die einander hervorra-
gend ergänzen: Die Infrarotspek-
troskopie liefert dynamische An-
gaben als Ergänzung zu den im
Wesentlichen statischen Struk-
turangaben der Proteinkristallo-
graphie. Damit kommen wir dem
Ziel der Strukturbiologie näher,
die Funktion biologischer Makro-
moleküle anhand ihrer Molekül-
struktur zu erklären.
Die Fähigkeit der Infrarotspektro-
skopie, die Dynamik von Protein-
strukturen zu erfassen, kann am
besten anhand eines Beispiels il-
lustriert werden. Die Spektren in
Abb. 4 zeigen die In-vitro-Fehlfal-
tung eines rekombinierten Prio-
nenproteins aus der nativen Form
in die pathologische Form, die
BSE hervorrufen soll [6]. Die ne-
gative (d.h. verschwindende) α-
Helixbande und die positive (d.h.
entstehende) β-Faltblattbande
deuten in Übereinstimmung mit
den bisherigen Erkenntnissen
darauf hin, dass es sich hierbei
um die Umwandlung einer Helix-
struktur in eine Faltblattstruktur
handelt. Das kleine Maximum bei
1690 cm–1 bedeutet übrigens,
dass das β-Faltblatt antiparallel
verläuft. Diese Fehlfaltung erfolgt
bei niedrigerem pH-Wert viel
schneller, doch zeigen die spek-
tralen Signaturen, dass sich bei








im Labor. [7] Wichtigster Vorteil ist
die tausendfach größere Brillianz
(das bedeutet in etwa Lichtfluss
pro Einheitsfläche), die sich in ei-
ner gewaltigen Verbesserung der
Datenqualität ausdrückt, wenn
man mit Proben von Mikrogröße
arbeitet. Mit Synchrotronlicht las-
sen sich gute Daten im mittleren
Infrarotbereich bei einer Ortsauf-
lösung bis zu der Beugungsgren-
ze von 5 – 10 µm erzielen. 
Die Vorteile dieser hohen Orts-
auflösung bei der Untersuchung
von biologischen Materialien lie-
gen auf der Hand – siehe hierzu 
Abb. 5 [8]. Aber auch bei Mes-
sungen an reinen Proteinen in Lö-
sung kann die hohe Ortsauflö-
sung des Synchrotronlichts für
die Durchführbarkeit eines Expe-
riments entscheidend sein. Der
einschränkende Faktor bei Mes-
sungen an biologischen Proben
ist oft die geringe verfügbare Pro-




Abb. 4: Fehlfaltung eines Prionenproteins (in Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-Institut, 
Berlin). Die Infrarotdaten liefern eine Art Fingerabdruck des Umfaltungsmusters, hier in Abhängig-
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zusammen mit entsprechender
Mikrofluidik [9, 10], lässt sich der
benötigte Probenbedarf dras-
tisch reduzieren. Ein Messfleck-
Durchmesser von 10 µm bedeu-
tet ein Messvolumen von 1 Pico-
liter (10–12 Liter)!
Als weitere Vorteile des Syn-
chrotronlichts können die natür-
liche Polarisation sowie die ge-
pulste Zeitstruktur in biologi-
schen Untersuchungen nutzbar
gemacht werden. Schließlich bie-
tet Synchrotronlicht im gesamten
fernen Infrarotbereich bis hinauf
zu mm-Wellenlängen eine nutz-
bare Intensität und ermöglicht
damit die Untersuchung verhält-




verfolgt man das Ziel, die Funkti-
onsweise von Proteinen auf mo-
lekularer Ebene zu verstehen. Mit




ANKA auf dieses Ziel hingearbei-
tet. Durch Röntgendiffraktion
wird ein vollständiges Struktur-
bild des Proteins im Sinne der
X,Y,Z-Koordinaten sämtlicher
Atome erzeugt. Die Infrarotspek-
troskopie liefert dynamische An-
gaben als Ergänzung zu den im
Wesentlichen statischen Struk-
turangaben der Proteinkristallo-
graphie. Bei beiden Messmetho-
den werden die Vorteile des Syn-
chrotronlichts – seine hohe Inten-
sität, niedrige Divergenz und ex-
trem breite Durchstimmbarkeit –
im vollen Umfang ausgenutzt.
Strahlzeit an ANKA wird der na-
tionalen und internationalen wis-
senschaftlichen Gemeinde zur
Verfügung gestellt. Antragsfor-






Abb. 5:  Lebende menschliche Krebszellen unter dem Infrarotmikroskop bei
ANKA (in Zusammenarbeit mit dem European Molecular Biology Laboratory,
Heidelberg). Der helle Kreis mitten im Bild zeigt den eigentlich erfassten
Messbereich, hier 20 µm im Durchmesser. Die Spektren von vier Einzelzellen
sind zwar sehr ähnlich, jedoch nicht identisch. Ohne die hohe Ortsauflösung
des Synchrotronlichts würde man nur ein Durchschnittsspektrum über viele
Zellen erhalten, die intraindividuellen Unterschiede würden untergehen.
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